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【要旨】光線力学的治療法（photodynamic　therapy：以下PDTと略す）の抗腫瘍効果のメカニズムには、直
接的殺細胞効果、様々な免疫応答による間接的効果、微小血管環境の変化（vascular　shut　down　effect）など
が知られている。しかし、それらのメカニズムの詳細については明確でない。
　われわれはヒト乳癌細胞株MCF7細胞にpro－caspase－3遺伝子を安定導入した細胞（MCF7－c3　cell）を用
い、Photofrin⑭一PDTを施行し、4時間後のヒト癌関連遺伝子のm－RNAの発現を測定した。細胞周期に関
連するp21clP1やCLK－1、　DNA修復遺伝子のCHOP／GADD153、　GADD45αのm－RNAの誘導がみられ
た。われわれはPDT後の。－DNAアレイで著明に誘導され、かつアポトーシス関連遺伝子といわれている
cHoP／GADD　l53に注目した。その発現をsiRNAによりノックダウンした細胞を作成し、　PDT後の細胞を
形態的に観察した。その結果、Photofrin⑪一PDTによるアポトーシスは、DNA修復遺伝子CHOP／GADD153
の抑制によって、その誘導が低下することが示唆された。すなわち、Photofrin⑧一PDTによる腫瘍細胞内の
CHOP／GADD153の発現誘導がPDT後のアポトーシスを誘導していることが証明された。一方、中心型早
期肺癌の臨床検体を用いて、CHOP／GADD153蛋白の発現を免疫組織化学的に検討した。　PDTを施行した
中心型早期肺癌症例ではCHOP／GADD　l53が強く発現しているものを6例認め、全例で再発を認めた。　in
vitroの結果ではCHOP／GADD153発現がアポトーシスを誘導することが示唆されたが、臨床検体を用いた
結果CHOP／GADD　l53蛋白がもともと強発現している症例では再発率が高いことが明らかとなった。これ
らの結果より、CHOP／GADD153の発現・誘導はPDTの抗腫瘍効果の制御に強く関連していることが示唆
された。
はじめに
PDTは、ポルフィリン関連化合物が有する腫瘍組
織・新生血管への特異的集積性と、光励起により発生
する一重項酸素の殺細胞効果を利用したものであり、
光化学的反応で病変部の選択的治療が可能となる1）2）。
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1978年にPDTの臨床治験がDoughertyら3）によって
行われて以来、Photofrin⑬が米国食品医薬品局（US
FDA）に認可され、進行食道癌、早期肺癌および進行
肺癌などに使用された4）。今日では様々な種類の光感
受性物質を用いたPDTが固形腫瘍に適応され、世界
中で使用されている5）。今後PDTの抗腫瘍効果を向上
させるため、さらには適応拡大を図るために、そのメ
カニズムを解明することは極めて重要である6）。
　当初PDTによる細胞死はネクローシスと考えられ
ていたが、Agarwalら7）はPDTの抗腫瘍効果はアポ
トーシスという現象であると報告した。現在では諸家
により、PDTによる細胞死は光感受性物質の種類、細
胞内の局在、細胞種、治療法に依存すると考えられて
いる6）8）。主な光感受性物質はミトコンドリア9）やりソ
ソーム10）11）を代表とする細胞内小器官に局在する。し
たがってPDTのメカニズムを知るためには各光感受
性物質の細胞内小器官の局在を知ることが非常に重
要である。Photofrin⑥やphthalocyanineはミトコンド
リアに集積し9）フォトダメージによりシトクローム。
やSMAC／DIABLO12）が細胞質内に放出され、形態的
に典型的なアポトーシスを誘導するユ2一ユ4）。
Laserphyrin⑧は主としてリソソームに局在し、フォト
ダメージを受けたりソソームから放出されたサイト
カインであるカテプシンB，しおよびDにより間接的
にミトコンドリアを介するアポトーシスを誘導す
る15－17）。またATX－slOはLaserphyrin③と同様に、ミ
トコンドリアやリソソームなどの細胞内小器官に局
在する’8『24）。いずれの光感受性物質もミトコンドリア
膜に存在するアポトーシス抑制蛋白Bcl－2をフォトダ
メージし、アポトーシスを誘導する13）14）。しかし、後
2者では形態的に典型的なアポトーシス像（クロマチ
ンの断片化・凝縮）を生じる細胞は少ない25）。Kessel
ら16）は、Laserphyrin③がりソソームに局在するため、
抗アポトーシス蛋白のBcl－2をフォトダメージせずに
リソソームより放出されたカテプシンによってアポ
トーシスを誘導すると報告した15）24）。一方、一ノ瀬ら11）
はATX－s10－PDTがミトコンドリアおよびリソソー
ムに局在し、それぞれにフォトダメージを与えるが、
リソソームへのフォトダメージがミトコンドリアに
存在するBcl－2のアポトーシスの経路を調節し、形態
的に典型的なアポトーシス像を呈さないと仮定して
いる。これらの報告より、形態的に典型的なアポトー
シスの誘導は、PDTによりダメージを受ける細胞内
小器官およびその小器官より放出されるサイトカイ
ンであるカテプシンなどのメディエーターに強く影
響を受けることが考えられる。Wongら25）は、　Photo－
frin⑧がミトコンドリアや小胞体に局在し、　PDTによ
りGRP－78やCHOP／GADD153の発現を誘導し、そ
の発現によりアポトーシスを増感させると報告して
いる。
　そこで、本研究ではPhotofrin⑪一PDTの主たる抗腫
瘍効果である形態学的に典型的なアポトーシスのメ
カニズムを明らかにするために、CHOP／GADDI53
のm－RNA発現増加がアポトーシスの誘導に対する
影響をsiRNAを用いて検討した。
　また、早期中心型肺癌の経気管支鏡的に採取された
臨床検体を用いて、CHOP／GADD153発現がPhoto－
frin⑭一PDTの抗腫瘍効果にどのように関与している
かを免疫組織化学的に評価した。
研究材料および方法
　1．細胞培養
　ヒト乳癌細胞株MCF－7（Case　Western　Reserve　Uni－
versityのDr．　Oleinick　Nしの御好意より提供を受けた）
に、pro－caspase－3遺伝子を安定導入したMCF－7c3細
胞株を使用した12－14）。細胞は10％牛胎児血清を含む
RPMI　1640培養液に入れ、5％CO2、37℃で保温加湿し
た培養器で培養・維持した。
　2．光感受性薬剤
　Photofrin⑭（Wyeth　Japan　K．K．，　Tokyo，　Japan）は疎
水性のヘマトポルフィリン誘導体であり、腫瘍親和性
が高く、組織透過性の比較的高い630nmの赤色光線
で励起され、光線力学反応を生じる4）。中心型早期肺癌
に対するphotofrinとエキシマ・ダイ・レーザーを用い
た第II相臨床試験では、全寛解（complete　remission：
CR）は84．8％であった6）。
　3．cDNAアレイ分析
　MCF7c3細胞のPDT前後4時間の遺伝子発現の解
析にはcDNAアレイ30）を用いた。われわれは、　WST
assay法から得られたLD5。の条件であるPhotofrin⑭
0．625μ9／ml、レーザー光33　mW／cm2、10J／cm2で
MCF7－c3細胞にPDTを施行し、　total　RNA　kit
（Qiagen，　Hilden，　Gemany）を用いてmRNAを抽出し
た。RNAはdATPの存在下でAtlas⑪Pure　Total
RNA　labeling　system　（Clontech，　Palo　Alto，　CA，　USA）
を用いて逆転写反応させて調整し、cDNAアレイ、the
Atlas＠　Human　1．2　Array　（Clontech，　Palo　Alto，　CA，
USA）を用いて、癌関連ヒト遺伝子1，176個について
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の発現パターンをPDT施行前後で比較・検討した。
　4．レーザー装置
　Photofrin⑪が630　nmの連続赤色光を発するための
励起用レーザー装置として、ダイオード・レーザー
（CERALAS　PDT630＠；Ceram　Optec　GmbH，　Ger－
many）を光源として使用した12－14）。
　5．蛍光顕微鏡検査法
　培養細胞の撮影には、高速冷却CCDカメラ
（Panasonic　Model　BDgoo：　Matsushita　Electric　lndus－
trial　Co．，　Osaka，　Japan）と高速励起光波長による蛍光
画像転送処理システムを備えた倒立型蛍光顕微鏡
（DIAPHOT　TMD－EF2：Nikon，　Tokyo，　Japan）を用
いた11）。
　6．siRNA　Knock－Down：Experiments及びgreen
　　　fluorescent　protein（GFP）の遺伝子導入
　96穴マイクロプレートにMCF7c3細胞を播種し、
24時間CO2インキュベーターで培養した。　Green
fluorescent　protein（GFP）のプラスミド遺伝子と
siRNA　（GE　Healthcare　UK　Ltd）はPlus　reagentTM
（lnvitrogen　Life　Technologies；Califbrnia，　USA）と
Lipofectamine2000TM　（Invitrogen　Life　Technologies；
Calif rnia，　USA）を用い、　lipofection法により同時に
遺伝子を導入し、実験に供した11－14）。siRNAを導入し
た細胞は、GFP　positive　cellとしてカウントした31）。
　7．P血otofrim⑭一PDTによるアポトーシス誘導
　siRNAを導入したMcF7－c3－GFP細胞にFBs添
加培養液中で、Photofrin⑪と24時間接触させ、LD、。の
条件でPDTを施行した。
　8．アポトーシスの核染色分析
　siRNAが導入されたと考えられるGFP　positive細
胞を観察するために、PDT施行後2時間および4時
間後の細胞を1％グルタールアルデヒドで固定した。
固定後、細胞をHoechst　33342⑲（Molecular　Probes，
Eugene，　OR，　USA）で染色し、蛍光顕微鏡下で観察し
A B
C D
Fig．　1　Effects　of　photodynamic　therapy　with　Photofrin＠（O．625　ug／ml，　irradiated　with　630　nm　laser　at　light　dose　of　33　mW／cm2，
　　　　10J／cm2）　on　MCF7－c3－CHOP／GADD153－siRNA－GFP　（top）　and　MCF7－c3－Control“siRNA－GFP　（bottom）．
　　　Twenty－four　hours　after　transfection，　cells　were　irradiated　then　were　stained　with　Hoechst　33342＠（A，　B，　C，　D）．　EGFP
　　　fluorescence　images　and　Hoechst　dye　images　of　the　same　fields　are　shown．　（A）　Arrowheads　indicate　transfected　cells
　　　positive　for　GFP　but　not　apoptotic．　（B）　Arrows　indicate　transfected　cells　negative　for　GFP　and　apoptotic．　（C）
　　　Arrowheads　indicate　transfected　cells　positive　for　GFP　but　not　apoptotic．　（D）　Arrows　indicate　transfected　cells　negative
　　　for　GFP　and　apoptotic．　All　data　are　mean±standard　deviation　of　the　results　from　three　indepedent　experiments．
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Fig．　2
　　　　　　　A B 　　　　　　　　　　C
Positive　expression　of　CHOP／GADD153　in　central　type　early　lung　cancer　（immunostaining，　×400：0riginal
magnification）
A：　Negative　control，　B：　Positive　（weak），　C：　Positive　（strong）
た11一14）。各々のサンプルからGFPとsiRNAとを同時
に細胞内に組み込んだ細胞を200個計数し、アポトー
シス細胞の割合を百分率で示した。実験は独立してな
くとも3回繰り返し施行した（Fig．1）。
　9．中心型早期肺がん
　中心型肺がんとは区域気管支より中枢側に発生し
た肺がんと定義され、中心型早期肺がんという概念
は、1975年に池田茂人27）により提唱された概念であ
る。早期癌とは癌の浸潤が組織学的に気管支壁を越え
ないで、なおかっリンパ節転移、遠隔転移が無いもの
と定義されている28）29）。
　10．中心型早期肺がん検体の免疫染色
　パラフィンで固定した中心型早期肺がん検体を抗
CHOP／GADD153抗体（マウス）（Santa　Cruz　Biote－
chnology　Inc．，　Santa　Cruz，　CA，　USA）を用いて免疫染
色し、観察した。その後、DAB染色で発色させ、ヘマ
トキシリンで核を染色した。免疫染色を施した検体を
陰性、弱陽性並びに強陽性とに分類した（Fig．2）。
　11．統計学的解析
　データは平均値±標準誤差（standard　error；SE）
で表示し、Student’s　T－testにより統計学的解析を行
い、p〈0．05を有意とした。
結 果
　1．PDT後のcDNAアレイ
　Photofrin⑧一PDTの抗腫瘍効果＝アポトーシスを誘
導する細胞内情報伝達機構を検証するため、ヒト乳癌
細胞株MCF7にヒトpro－caspase－3を安定的に遺伝
子導入したMCF7－c3細胞11』14）を用いて、　PDT前後
でPhoto丘in⑪濃度0．625　ug／ml、　LD5。のレーザー照射
の条件下でPhotofrin⑪一PDT施行し、　m－RNAを抽出
し遺伝子発現アレイAtlas⑮Human　L2　Arrayでヒト
癌関連遺伝子1，176個について施行前後4時問の遺伝
子レベルを測定した30）。遺伝子発現が腫瘍と正常組織
の発現の比（T：Nratio）23）24）で2倍以上に増加したも
のが26種類で、減少したものが17種類であった。光
感受性物質Photofrin⑧は細胞核には局在せず、直接
DNA障害は起こさないが14－16）、細胞周期関連の遺伝
子、p21cIP1、　CLK－1遺伝子のmRNAは、　PDT4時間
後に各々2．0倍、5．4倍誘導された30）（Table　D。　CHOP／
GADD153は、　C／EBPファミリーに属す転写因子で、
細胞のストレスに伴って発現誘導される遺伝子であ
る26）32）33）。減少したものとしてTUBG　lが1／3．0倍、カ
テプシンDが1／2．2倍の減少比を示した（Table　l）。
　2．PDTによるアポトーシス誘導
　Photofrin⑭　一PDT後のcDNAアレイでm－RNAが
著明に誘導され、アポトーシス誘導を促していると考
えられるCHOP／GADD　l53の発現に注目し32）、次の
実験を行った。MCF7c3細胞にCHOP／GADDI53の
siRNAを導入し、　cHoP／GADDI53をノックダウン
している細胞を作り、Photof　in⑪一PDTを施行した。
LD，。の条件でPhotofrin⑭一PDTを施行した。　Hoechst
33342⑭染色により核形態をモニターし12）14）、典型的な
アポトーシスを呈した細胞をカウントした（Fig．1）。
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Table　1Gene　expression　in　MCF7c3　cells　following　Photofrin＠一PDT
Gene Genebank　＃Ratio
c－鰍浮氏@proto－oncogene；　transcription　factor　AP－1　（JUN）
growth　inhibitory　factor；　metallothionein－III　（MT－III）
c2myc　oncogene　（MYC）
CDK－interacting　protein　1　（CIPI）；　WAFI
Epidermal　growth　factor　receptor　（EGFR）
CDC－like　kinase　1　（CLKI）
rho6　protein　（RNDI）
growth　arrest　＆　DNA－damage－inducible　protein　153　（GADD153）
purine－rich　single“stranded　DNA－binding　protein　alpha　（PURA）
glucocorticoid　receptor　（GR）
decoy　receptor　2　（TN　FRSFIOD）
apoptosis　regulator　bclw；　（BCL2L2）
growth　arrest　＆　DNA－damage－inducible　protein　（GADD45）
caspase－8　precursor　（CASP8）
TISIIB　protein；　EGF　response　factor　1　（ERFI）
DNA－binding　protein　CPBP
integrin　alpha　E　precursor　（ITGAE）
nerve　growth　factor－inducible　PC4　homolog　（IFRDI）
interleukin－11　（IL“11）
glial　growth　factor　2　precursor　（NRG　I）
amphiregulin　（AREG）
macrophage　inhibitory　cytokine　1　（MICI）
fibroblast　growth　factor　（FGF2）
transforming　growth　factor　beta2　precursor　（TGFB2）
Gravin　（AKAP12）
40S　ribosomal　protein　S9　（RPS9）
serine／threonine－protein　kinase　（PLKI）
Gl／S－specific　cyclin　D3　（CCND3）
BENE　（MALL）
antigen　KI－67　（MKI67）
keratin　1　（KRTII）
tubulin　gamma　subunit　（TUBGI）
protein　disulfide　isomerase　（PDIA3）
uridine－cytidine　kinase　2　（UCK2）
integrin　beta　4　（ITGB4）
integrin　alpha　7B　precursor　（IGA7B）
CD9　molecule　（CD9）
HLA－G　histocompatibility　antigen　（HLA－G）
catheps　in　D　precursor　（CTSD）
Gl／S－specific　cyclin　D3　（CCND3）
Aurora　kinase　B　（AURKB）
ribosomal　protein　S6　kinase　II　alpha　1　（RPS6KA　I）
tumor　necrosis　factor　receptor　1　（TN　FRI）
　JO4111
D13365
VOO568
L25610
XOO588
L29222
YO7923
S40706
M96684
UO　1351
AFO29761
U59747
M60974
U60520
×79067
U44975
L25851
YIO313
M57765
L12260
M30704
A　FO　19770
M27968
M19154
M96322
U14971
UOIO38
M92287
U17077
×65550
M98776
M61764
D16234
D78335
×53587
×74295
M38690
M32800
M11233
M92287
AFOO8552
　LO7597
M33294
5．9
2．3
2．0
2．0
2．0
5．4
2．7
10．3
2．3
2D
2．8
2．6
3．6
2．2
2．2
4．5
5．3
3．0
2．1
2．1
2．6
5．4
2．7
2．1
3．7
2．3
1／2．3
1／2．5
1／2．2
1／2．2
1／2．0
1／3D
1／2．5
1／2．0
1／2．0
1／2．0
1／2D
1／2．2
1／2．2
1／2．5
1／2．4
1／2．0
1／2．0
Negative　controlのsiRNAを施したMCF－7c3－GFP
細胞にLD，。の条件でPDTを施行した群では、施行2
時間後のコントロール群におけるアポトーシス細胞
は32．3±3，1％で、cHoP／GADDI53のsiRNAを施し
た群では27．8±6．4％であった。同様に、施行4時間後
に形態学的に典型的なアポトーシスを認めた細胞は
コントロール群では53．2±2．6％、CHOP／GADD153の
siRNAを施した群では47．9±5．9％であった。　PDT後
2時間、および4時間目共に、CHOP／GADDI53の
siRNAを施した群のアポトーシスの割合はコント
（5）
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Table　2　Percentage　of　apoptotic　cells　after　Photofrin＠一PDT示唆された。
after　PDT siRNA percentage　of　apoptosis
2H Negative　control
CHOP／GADD153
32．3±3．1
27．8　±　6．4＊
考 察
4H Negative　control
CHOP／GADD153
53．2　±　2．6
47．9　±　5．9＊
＊p　〈O．05　compared　to　the　negative　control．
ロール群に比べて、統計学的に有意に少なくなってい
た（ρ〈0．05）（Table　2）。これらの結果より、　CHOP／
GADD　153の存在はPhotofrin⑪一PDTによるアポ
トーシス誘導に関与していることが証明された。
　3．早期中心型肺がんの臨床検体との比較
　Photofrin⑧一PDTの適応となった早期中心型肺癌の
組織検体を免疫組織化学的に検討した。われわれは経
気管支鏡的に採取された中心型早期肺癌の検体53検
体を抗CHOP／GADD153抗体（マウス）（Santa　Cruz
BiotechnoIogy　Inc．，　Santa　Cruz，　CA，　USA）で免疫染色
し、観察した。その結果、53検体中すべて男性で、組
織型もすべて扁平上皮癌であり、26検体がCHOP／
GADD153－positiveであった（Table　3－1）。　CHOP／
GADDI53発現強度をType　A：無発現、　Type　B：弱
発現、Type　C：強発現、に分類し検討した（Fig．2）。
Type　A，　B，　CいずれもPDT施行後CR（complete
remission：以下CRと略す）を得ていたが、再発率は
Type　Aでは3．7％（1／27）、　Type　Bでは33．3％（6／20）
で、Type　Cでは全例再発100％（6／6）した（Table　3－
2）。この結果より、治療前のCHOP／GADD153の発現
とCRとの問の相関は薄いが、治療前にCHOP／
GADD153の発現が強いものほど再発率との関連が
Table　3－1　Characteristics　of　53　lesions　with　central　type
　　　　　early　stage　lung　cancer
Lesions
CHOP／GADD153
　positive
53　lesions
26　lesions
Histological　typesquamous　cell　ca．　（all　lesions）
　細胞には薬などの化学物質、日常の紫外線や放射線
および自分自身の体内代謝で生じる活性酸素により、
DNAが損傷し、直ちに細胞周期を停止する。その際、
DNA損傷修復を行うか、不可避な深刻なダメージを
受けた場合にはアポトーシスを誘導し、細胞が破壊さ
れ、不適切な遺伝情報の継続的な生成を中止させるメ
カニズムがある35）。また、その光化学反応によって引
き起こされる細胞内免疫応答による腫瘍細胞のアポ
トーシスや、血管内皮細胞の障害による腫瘍血管の閉
塞がPDTの抗腫瘍効果として報告されている20）21）。
Agarwalら7）はPDTによって引き起こされるアポ
トーシスという現象に注目し、その種々のメカニズム
について報告をしている。
　PDTにより細胞がアポトーシスに至るメカニズム
は、諸家により以下のように考えられている。細胞は
光化学反応により細胞内のp38MAP　kinase情報伝達
系が活性化され、下流の標的遺伝子の転写活性が増進
され32）、Jun　kinase（JNK）やp38　mitogen－activated
rotein　kinase（p38　MAPK）を含む細胞ストレスキ
ナーゼによってCHOP／GADDI53がリン酸化され活
性化し26）、アポトーシスは増感される26）。今回、われ
われ PDT後4時間のcDNAアレイの結果より、
PDT施行後に他の遺伝子より顕著に発現が増加した
遺伝子CHOP／GADD153に注目した。　CHOP／
GADDI53は、　bZIP転写因子（Basic－leucine　zipper
transfection　factor）であり、CCAAT／enhancer　binding
protein　familyとして同定されている29kDaの核内転
写制御因子である33）。また、CHOP／GADD153は通常
の状態では発現が低く、小胞体ストレスなどにより著
明に発現が誘導されるDNA修復遺伝子の1つであ
ると報告されている33）。Wongら26）はそれが
Photofrin⑪一PDTの後に過剰に発現する遺伝子である
と報告した。本研究でもcDNAアレイの結果より、
PDT施行後にCHOP／GADDI53のm－R．NAの発現
Table　3－2Recurrent　cases　after　Photofrin　＠　一PDT　for　central　type　early　stage
lung　cancer
Recurrence　rateDisease　free　interval
CHOP／GADD153　（一）
CHOP／GADD153　（十）
CHOP／GADD153　（一）
3．7％　（1／27）
33．3％　（6／20）
1009，　（6／6）
　　　　　　4M
range　4　M”一36　M　median　14．5　M
range　3　Mrv36　M　median　17．5　M
（6）
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が明らかになった。
　PDTによるアポトーシスに至る細胞内伝達には
種々経路があると考えられる。われわれは、CHOP／
GADD153発現増加が、　PDTの感受性にどのような影
響を及ぼすかを検証するために、siRNAを用いて発現
を干渉し、PDTの抗腫瘍効果に対する影響を検討し
た。その結果、cHoP／GADD153のsiRNAを導入し
た細胞はPDTによる早期のアポトーシスが抑制され
ることを確認した。これはWongら26）の結果を裏付け
るものであった。すなわち、誘導されたCHOP／
GADD　l　53は、何らかの遺伝子転写を促進または抑制
することにより、アポトーシス刺激をミトコンドリア
に伝えるものと考えられる36）。PDTによる十分なアポ
トーシスの効果を得るためには、CHOP／GADDI53
の発現が必要であることがわかった。
　PDTを施行した中心型早期肺癌27）29）の免疫組織化
学的検討では、53検体中26検体がCHOP／
GADDI53－positiveであった。　CHOP／GADD　I　53の発
現をnegative：A，　weak　positive：B，　strong　positive：
C、とに分類し比較検討した結果、in　vitroではCHOP／
GADDI53の発現がアポトーシスを誘導することが
を示唆された。他方、加卿。ではCHOP／GADD153の
発現が強いものほど局所再発が顕著であるという結
果が得られた。臨床検体を用いた諸家の報告の中で、
Furukawaら37）は中心型早期肺癌に対するPDT症例
より、細胞形態と局所再発との関連を検討し、細胞異
型が高度でクロマチンが増加しているのものほど再
発を起こしやすいと報告している。またAkatsuら38）
は、胃癌の化学療法の検討により、化学療法直後（24
時間後）にGADD153，　P21，　c－JUNを発現するものほ
ど最終的な奏功率を高めると報告している。頭頸部の
癌におけるシスプラチンによる化学療法では、治療前
後でGADD153のm－RNAが増加するものの、　CR率
は感度94％、特異度87％であったという報告もみられ
る39）。しかし、われわれの結果では、CHOP／GADD153
の発現が多いものほど、高率に再発するというもので
あった。in　vitroの実験により、Photofrin⑪一PDTによ
るCHOP／GADDI53の発現はアポトーシスに促進的
に関与することが諸家の報告26）32）33）や我々の実験の
結果より確認されたが、功卿。では腫瘍内に存在する
CHOP／GADDI53蛋白質の過発現がPhotofrin⑭一
PDTによる良い抗腫瘍効果を得ることができないこ
とが確認された。では、なぜPDTによるCHOP／
GADDI53発現誘導がアポトーシスを誘導する因子
であるにもかかわらず、元来CHOP／GADD153の過
発現している細胞が治療後に高率に再発を起こすの
であろうか？われわれの結果と諸家の報告との決定
的な違いは、われわれが治療前のCHOP／GADD153
蛋白質の過発現に注目している点である。もちろん、
治療後のCHOP／GADDI53のm－RNA過発現はア
ポトーシスに強く反映されると考えられる。それは、
CHOP／GADD153蛋白質の発現の低い症例には再発
率が低いことからも推察される。われわれは次のよう
な仮説を考えた。アポトーシス遺伝子Baxとアポトー
シス抑制遺伝子Bcl－2のように13）14）、アポトーシスを
誘導するCHOP／GADDI53とそれに拮抗する作用の
ある因子（仮にProtein　Xとする）とが存在する可能
性である。通常はその均衡が保たれているが、Photo－
frin⑬一PDTのストレスでCHOP／GADDI53がPro－
tein　Xより優位となり、アポトーシスを誘導し、元来
CHOP／GADDI53を過発現する細胞ではProtein　X
も過発現し、アポトーシスのイニシエーションが働き
にくいものとも考えられる。Furukawaら35）の報告の
ように、再発しやすい細胞のクロマチン量とCHOP／
GADD153の高発現とが相関している可能性もあり、
今後さらなる検討が必要である。
　PDTによる細胞死のメカニズムは、光感受性物質
の局在と最初にフォトダメージを受ける細胞内小器
官とに基づいているようである6）8）。結論として、われ
われの結果は、Photofrin③一PDTの抗腫瘍効果には
CHOP／GADDI53発現が大きく関与していることを
示すものであった。一方、中心型早期肺癌においても
CHOP／GADDI53の高発現が症例の9．4％にみられ、
それらはかえって再発率を高くすることが分かった。
結 論
Photofrin⑪一PDTによるCHOP／GADDI53の発現
誘導は、PDT後のアポトーシス制御機構に関連して
いる可能性がある。
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The　expression　of　CHOP／GADD　153　regulates　apoptosis
　　　　　　　　　　　　　induced　by　photodynamic　therapy
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Abstract
　　　Photodynamic　therapy　（PDT）　using　Photofrin　induces　cell　death，　inflammatory　reactions，　immunological　responses　and
damage　to　the　microvasculature．　In　this　study，　we　evaluated　the　apoptotic　response　caused　by　PDT　and　examined　the
biological　features　of　centrally　located　early　lung　cancers，　which　were　treated　by　Photofrin＠一PDT．　We　showed　by　DNA
miroarray　analysis　in　vitro　that　CHOP／GADD　153　（growth　arrest　and　DNA　damage　inducible　gene　153）　mRNA　expressions
were　induced　4　h　after　Photofrin＠一PDT　applied　at　a　dose　killing　50Yo　of　the　cells　（LD，，）　using　MCF7c3　cells　（stable
trasfection　with　a　pro－caspase－3　gene）．　ln　order　to　elucidate　the　effects　ofexpression　of　CHOP／GADD　153　in　MCF－7c3　cells
after　Photofrin＠一PDT，　we　examined　the　effects　of　CHOP／GADD153　down　regulation　by　small　interfering　RNA　（siRNA）
on　the　apoptotic　response　to　PDT．　We　observed　typically　morphological　apoptotic　body　by　Hoechst　staining　using
fluorescence　microscopy．　Two　and　4　h　after　the　transfection　of　CHOP／GADD　153　siRNA，　the　apoptotic　response　caused　by
Photofrin－PDT　was　inhibited．　These　results　suggested　that　the　induction　of　CHOP／GADD　153　expression　may　play　a
important　role　in　a　apoptotic　response　after　PDT．
　　　We　examined　the　expression　of　CHOP／GADD　153　in　centrally　located　early　lung　cancers，　which　were　treated　by　PDT，
by　immunohistochemical　analysis．　Twenty－six　of　53　lesions　positively　stained　before　PDT　and　there　was　no　significant
difference　between　the　expression　of　CHOP／GADD153　and　complete　response　（CR）　rate　after　PDT．　However，　a　high　level
of　expression　of　CHOP／GADD153　protein　was　associated　with　the　recurrence　rate　after　CR．　These　results　suggest　that
expression　of　CHOP／GADD153　may　interfere　with　some　protein　before　PDT．
　　　In　conclusion，　the　induction　of　CHOP／GADD153　expression　may　play　an　important　role　in　a　apoptotic　response　after
Photofrin＠　一PDT．
〈Key　words＞CHOP／GADD153，　Photodynamic　therapy：　PDT，　Photofrin＠，　apoptosis，　Central　type　early　stage　lung
cancer：　CELC
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